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RESUMO

A queda prematura dos frutos citricos, dado aos grandes prejuizos que tém causado
aos produtores, constitui-se numa doenga de grande importadncia econémica. A
medida predominante de controle é a aplicacéo de fungicidas, que eleva o custo de
producdo e afeta negativamente o meio ambiente. Esse trabalho teve por objetivo
desenvolver uma formulagcdo com base na sobrevivéncia e eficiéncia antagonistica de
Bacilllus subtilis em diferentes veiculos de formulagBes. Os tratamentos testados
foram: 1) p6-de-talco (0,5g de carboximetilcelulose (CMC) + 50g de talco (autoclavado
a 121°C/30 min.)) + 50 mL do caldo bacteriano; 2) alginato (1 g de alginato de sédio
autoclavado + 50 mL do caldo bacteriano); 3) caulim ( 0,59 de CMC + 50 g de p6-de-
caulim autoclavado + 50 mL do caldo bacteriano); 4) vermiculita (0,59 de CMC + 50g
de vermiculita fina peneirada (poro de 425um) e autoclavada + 50 mL do caldo
bacteriano) e 5) alginato de potassio (0,59 de CMC + 50 g de alginato de potassio
autoclavado + 50 mL do caldo bacteriano). Os produtos foram armazenados em sacos
de polietileno selados e incubados a 20°C por 12 meses. A atividade antagonista da
bactéria foi determinada pela técnica do cultivo pareado e pela inoculagdo do
patdgeno em flores destacadas de citros. Verificou-se que talco e caulim foram os que
proporcionaram um maior periodo de sobrevivéncia da bactéria, porém, todos as
formulacdes testadas foram eficientes em manter a atividade antagonistica de B.

subtilis contra C. acutatum, com porcentagens de controle que variaram de 67 a 91%.
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ABSTRACT

The fruit drop of citrus, given the large losses that have caused the producers,
constitutes a disease of great economic importance. The predominant measure of
control is the application of fungicides, which raises the cost of production and
negatively affects the environment. This work aimed to develop a formulation based on
survival and efficiency of antagonistic Bacillus subtilis at different vehicle formulations.
The treatments were: 1) powder-talc (0.5 g of carboxymethylcellulose (CMC) + 50g of
talc (autoclaved at 121°C/30 min.)) + 50 mL of bacterial broth, 2) sodium alginate (1 g
sodium alginate autoclaved + 50 mL of bacterial broth) 3) kaolin (0.5 g + 50 g of CMC
powder-autoclaved kaolin + 50 ml of bacterial broth), 4) vermiculite (0.5 g CMC + 50g
fine vermiculite sieved (pore size 425um) and autoclaved + 50 mL of bacterial broth)
and 5) potassium alginate (0.5 g CMC + 50 g autoclaved potassium alginate+ 50 mL of
bacterial broth). The products were stored in sealed polyethylene bags and incubated
at 20°C for 12 months. The antagonistic activity of bacteria was determined by paired
cultivation technigue and pathogen inoculation on detached citrus flowers. It was found
that talc and kaolin were those that provided a longer period of survival of the bacteria,
however, all the tested formulations were effective in keeping the antagonistic activity

of B. subtilis against C. acutatum, with control percentages ranging 67-91%.

INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de citros, além de grande exportador de suco de laranja
(Citrusfeat, 2001). Ndo obstante a enorme importancia que a atividade citricola tem
para a economia nacional, os pomares sao acometidos por uma série de pragas e
doencas que sao responsaveis por reducdes consideraveis na producdo e na
gualidade das frutas, tornando-se, em muitos casos, fatores limitantes ao processo de
producdo. Dentre essas doencas, pode-se destacar a “Queda Prematura dos Frutos
Citricos” (QPFC) descrita pela primeira vez em Belize, em 1979, como sendo causada
pelo fungo Colletotrichum gloeosporioides Penz (Fagan, 1979), que foi reclassificado
por Brown et al.,, (1996), como Colletotrichum acutatum Simmonds. Entretanto, os
custos financeiros e ambientais de aplicagbes com produtos quimicos, aliado as
crescentes restricbes a presenga de residuos, estdo a exigir o estudo de novas
alternativas, como o0 controle bioldégico. Dentre o0s antagonistas mais estudados,
encontra-se a bactéria Bacillus subtilis, a qual vem se destacando no controle de
doencas do filoplano e em pés-colheita (Pusey et al., 1986; Ferreira et al., 1991; Bettiol
et al., 1994; Sonoda & Guo, 1996; Kalita et al., 1996; Kupper et al., 2003). No Brasil,
Kupper & Gimenes-Fernandes (2002) estudaram a potencialidade antagonistica de 64

isolados de B. subtilis a C. acutatum “in vitro” e em flores destacadas de lima acida



‘Tahit’. Segundo os autores, todos os isolados produziram metabdlitos capazes de
inibir o crescimento micelial do fitopatdgeno e muitos deles deram 100% de controle
da doenga em flores destacadas de lima acida ‘Tahiti’. Dentre sete isolados de B.
subtilis testados para o controle da QPFC, em condi¢cbes naturais de ocorréncia da
doenca, um deles, o ACB-69, diferiu da testemunha (sem controle) e equiparou-se,
estatisticamente, ao fungicida benomyl, proporcionando menor porcentagem de flores
com sintomas e maior numero meédio de frutos efetivos (Kupper et al., 2003).

MATERIAL E METODOS

Preparacao da bactéria

O isolado ACB-69 de B. subtilis foi obtido de folhas de laranja Valéncia, do municipio
de Itapolis (SP) e pertence a colecdo de microrganismos do laboratério de
Fitopatologia do Centro de Citricultura “Sylvio Moreira”/IAC, Cordeirépolis/SP. O
isolado da bactéria foi cultivado em meio Batata-dextrose (BD) por 48 horas, sob
agitacdo constante a 22°C. Posteriormente, a suspensdo do caldo bacteriano, com 1 x

10® ufc/mL, foi testado quanto & sua sobrevivéncia e eficiéncia antagonistica em

diferentes veiculos de formulagdes.

Sobrevivéncia de B. subtilis em diferentes veiculos de formulacfes

A sobrevivéncia da bactéria foi testada em cinco veiculos de formulacdes: 1) p6-de-
talco (0,5g de carboximetilcelulose (CMC) + 50g de talco (autoclavado a 121°C/30
min.)) + 50 mL do caldo bacteriano; 2) alginato (1 g de alginato de s6dio autoclavado +
50 mL do caldo bacteriano); 3) caulim ( 0,59 de CMC + 50 g de po6-de-caulim
autoclavado + 50 mL do caldo bacteriano); 4) vermiculita (0,59 de CMC + 50g de
vermiculita fina peneirada (poro de 425um) e autoclavada + 50 mL do caldo
bacteriano) e 5) alginato de potassio (1 g de alginato de potassio autoclavado + 50 mL
do caldo bacteriano). Os tratamentos foram armazenados em sacos de polietileno
selados e incubados em estufa para BOD a 20°C , com fotoperiodo de 12/12 horas,
por 12 meses. A avaliacdo da sobrevivéncia da bactéria nos diferentes tratamentos foi
realizada mensalmente. Um grama do material formulado foi diluido a 10 em solugéo
salina a 0,1M (0,9g de NaCl/L de &gua destilada) e as diluicdes foram plagueadas em
meio de cultura BDA, contidos em placas de Petri. A incubacdo das culturas se deu
nas mesmas condi¢des por 72 horas. ApOs esse periodo, a concentracdo da bactéria,
nos respectivos tratamentos, foi determinada com o auxilio do hemocitbmetro. Foi
utilizado um delineamento inteiramente casualizado com 5 repeticdes, sendo cada

placa de Petri, considerada uma parcela experimental.



Atividade antagonistica de B. subtilis, ap6s armazenamento em diferentes
veiculos de formulacdes, sob condi¢bes de laboratoério

Para se verificar a influéncia das diferentes formula¢des, durante a armazenagem, na
atividade antagonistica de B. subtilis a C. acutatum, amostras de cada tratamento
foram tomadas ap6s 10 meses e plaqueadas em meio BDA. As coldnias da bactéria,
com um dia de idade, foram selecionadas e testadas contra o fitopatbgeno por meio da
técnica de cultivo pareado em placa de Petri, contendo BDA (Dennis & Webster,
1971).

Atividade antagonistica de B. subtilis, apés armazenamento em diferentes
veiculos de formulagdes, em flores destacadas de citros

Este ensaio teve por objetivo testar as diferentes formulagdes, apés armazenagem,
guanto a atividade antagonistica de B. subtilis a C. acutatum, em flores destacadas de
citros. Flores destacadas foram colocadas em caixas Gerbox, com os pedunculos
inseridos em orificios efetuados em espuma sintética de 05 cm de espessura, a qual
foi colocada sobre papel de filtro umedecido com agua destilada e esterilizada. Para a
inoculacao foi aplicado uma gota de 10 pL de C. acutatum (1 x 10* esporos/mL) sobre
cada pétala, 24 horas antes da aplicacdo dos produtos formulados, sendo o
tratamento preventivo, e 24 horas depois, constituindo o tratamento curativo. As
testemunhas foram constituidas de flores em que foi depositado apenas o C. acutatum
ou agua destilada e esterilizada em cada pétala. As caixas Gerbox, contendo as flores
tratadas e inoculadas, foram mantidas em estufa para BOD. (fotoperiodo de 12 horas)
a 20°C. A avaliacédo foi realizada 72 horas apés a inoculacdo, determinando-se a
porcentagem de pétalas com sintomas. Foi utilizado um delineamento inteiramente
casualizado, sendo cada tratamento repetido trés vezes, de modo que, cada repeticdo

foi representada por 10 flores.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sobrevivéncia de B. subtilis em diferentes veiculos de formulacfes

Os dados apresentados na Tabela 1 mostram que os melhores veiculos de formulagéo
para B. subtilis foram o talco e o caulim, os quais permitiram a sobrevivéncia da
bactéria até o 10° més de armazenamento. Por outro lado, os alginatos e a vermiculita

permitiram a sobrevivéncia da bactéria até o quinto e o sexto més, respectivamente.

TABELA 1. Efeito de diferentes veiculos de formulagdes na sobrevivéncia e na producao

nimero de médio de unidades formadores de col6nias (x 10'°) de Bacillus subtilis.

Meses Veiculos de formulagéo




Caulim Alg. Pot. Alg. Sod. Verm. Talco

1° 9,0a® 7,92 6,82 6,1a 11,42

20 6,1b 5,8b 7,3b 5,5b 10,12

30 2,0a 1,72 2,12 1,6a 2,102

4° 2190,0b 3,1b 21,8b 2,1b 2800,0a
50 2,44c 216,62 195,2b 2,1c 2,44c
6° 4,89a 1,0d 0,8d 3,5b 2,61c
7° 3,04a 0,9d 0,50e 1,4c 2,3b

80 3,44a 0 0,2c 3,4a 2,8b

90 4,18b 0 0 5,1a 1,6¢
100 2,64a 0 0 0,1c 1,5b

Médias seguidas pela mesma letra, na linha, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey a 5%.

Atividade antagonistica de B. subtilis, ap6s armazenamento em diferentes
veiculos de formulagdes, sob condi¢cdes de laboratério

Pelos resultados apresentados na Figura 1, verifica-se que apenas o0s veiculos de
formulacdo a base de vermiculita e de alginato foram capazes de manter a
caracteristica antagonistica de B. subtilis, quando em cultivo pareado em placas de
Petri. Os dados mostraram ainda, que B. subtilis quando na formulag&o de alginato de
sédio proporcionou uma inibicdo acima de 50% na colbnia de C. acutatum, apos 10

meses de armazenamento nesta formulagéo.
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Figura 1. Avaliagdo do didmetro médio das colbnias de Colletotrichum acutatum e Bacillus
subtilis (ACB-69) em cultivo pareado, nos diferentes meios de formulagées.

Atividade antagonistica de B. subtilis, ap6s armazenamento em diferentes

veiculos de formulac¢des, em flores destacadas de citros



Quando se avaliou a capacidade de B. subtilis em prevenir a infec¢éo de C.
acutatum em flores destacadas de lima acida ‘Tahiti’, apdés armazenamento em
diferentes veiculos de formulacao, verificou-se que todos os produtos testados
foram eficientes, com porcentagens de controle que variaram de 67 a 91%

tanto para o controle preventivo como para o curativo.

TABELA 2. Porcentagem de pétalas sem sintomas da queda prematura dos frutos citricos, em
flores destacadas de lima acida 'Tahiti’ tratadas com diferentes veiculos de formulagdes de
Bacillus subtilis, 24 horas depois da inoculacdo com Colletotrichum acutatum.

Tratamentos Porcentagem de pétalas sadias
Testemunha sem inoculacéo 100,00 a®

Talco 90,97 b

Caulim 90,07 b

Alginato de sédio 81,59 c
Vermiculita 76,11 C

Alginato de potassio 75,17 c
Testemunha inoculada 6,64 d

WMédias seguidas pela mesma letra néo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 3. Porcentagem de pétalas sem sintomas da queda prematura dos fruto citricos, em
flores destacadas de lima acida 'Tahiti’ tratadas com diferentes veiculos de formulagfes de

Bacillus subtilis, 24 horas antes da inoculacdo com Colletotrichum acutatum

Tratamentos Porcentagem de pétalas sadias
Testemunha sem inoculac&o 100,00 a®

Caulim 90,87 b

Talco 8439 b

Alginato de sédio 83,04 b
Vermiculita 74,98 c

Alginato de potassio 66,61 c
Testemunha inoculada 6,54 d

Mmédias seguidas pela mesma letra n&o diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.



Um dos maiores problemas no desenvolvimento de agentes de controle biol6gico € a
falta de correlacdo entre o desempenho dos isolados no laboratério e no campo.
Producéo e formulacdo sdo marcas chaves para transferir as propriedades do agente
de biocontrole sob condigBes comercial e campo. O que se viu neste trabalho é que,
embora alguns produtos tenham mostrado a diminuicdo da producéo de células do
agente de biocontrole, no decorrer do tempo de armazenamento, de um modo geral
eles mantiveram a capacidade antagonistica da bactéria, permitindo eficiéncia de
controle até mesmo depois de 10 meses de armazenamento, fato esse observado nos
testes in vivo com flores destacadas. Produgédo, no entanto, da idéia de quantidade e
ndo qualidade, e o que ficou claro nesse trabalho, € que mesmo diminuindo a
gquantidade de células a qualidade do produto se manteve, considerando que o
objetivo de controle foi alcangcado. No entanto, maiores estudos se fazem necessarios,
para que se possa manter a produgdo de células juntamente com uma boa qualidade

de formulagéo.

CONCLUSAO

- A maioria dos veiculos de formulagdo testados foi eficiente para a sobrevivéncia de
Bacilllus subtilis;

- Todos os veiculos de formulacdes testados mantiveram a atividade antagonistica de
B. subtilis.
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